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摘要 通过 选择 提取 溶剂 、 改 进 提 到 方法 以 及 毛细 柱 气相 色谱 检测 条 件 ， 摸 索 出 粘 虫 
M ythimna separata Walker 单 腺 体 提取 和 分 析 方 法 ; 并 且 确 定 了 单个 求偶 肉 蛾 腺 体 提取 物 的 
化 学 组 成 .含量 和 相对 比例 。 讨论 了 粘 虫 求偶 上 肉 蛾 性 信息 素 腺 体 提取 物 中 各 组 分 含量 的 个 体 
差异 。 


关键 词 粘 虫 ,性 信息 素 ， 气 相 色 谱 ， 气 - 质 联 用 谱 


昆虫 性 信息 素 在 生物 体内 含量 极 少 。 一 般 情 况 下 , 一 个 单 虫 体 的 含量 只 在 ppb 级 ,这 
就 给 昆虫 性 信息 素 化 学 结构 研究 带 来 了 许多 困难 "~”。 例如 ，50 年 代 鉴 定 的 第 一 个 昆虫 
性 信息 素 一 一 等 蛾 醇 , 是 用 50 万 只 肉 大 蛾 ,经 过 二 十 多 年 的 分 离 和 活性 测定 才 得 到 的 "1。 
这 种 经 典 的 化 学 结构 研究 方法 ， 由 于 涉及 多 次 色谱 分 离 和 纯化 ， 只 能 鉴定 出 性 信息 素 的 
主要 成 分 ,无 法 深入 研究 昆虫 肉 蛾 所 释放 的 完整 信息 素 系 统 。 因此 ,能 否 建立 昆虫 性 信息 
素 的 超 微 量化 学 分 析 技 术 ， 是 昆虫 信息 素 研 究 的 关键 问题 中。 随 着 分 离 手 段 和 化 学 结构 
鉴定 方法 的 进展 ， 现 在 鉴定 昆虫 性 信息 素 的 成 分 一 般 只 需要 几 百 头 和 几 十 头 虫 体 。 近 年 
来 ， 人 们 开始 对 单个 肉 蛾 的 性 信息 素 采 用 溶剂 提取 和 空气 收集 ， 再 进行 毛细 管 气相 色谱 
和 气 - 质 联 用 色谱 分 析 ， 从 而 测定 肉 蛾 性 信息 素 系 统 中 各 个 组 分 的 含量 、 精 确 比 例 以 及 释 
KE“, 

i di M ythimna separata 是 一 种 在 我 国 分 布 极 广 的 迁 飞 性 害虫 。 至 今 为 止 , 有 关 研 究 
粘 虫 性 信息 素 系 统 的 报道 很 少 。Takahashi 等 "5 提取 了 14 000 头 粘 虫 Leucania separata 
上 肉 蛾 尾 尖 , 通过 一 系列 色谱 处 理 后 , 分 离 出 顺 -11- 十 六 乙酸 酯 (Z11-16 : Ac) 和顺 -11- 十 
六 醇 (Z11-16 : OH) 两 种 主要 组 分 。Zhu 等 “前 下 50 EUR B MESREN Jo, 用 二 氯 甲 烷 提 取 ， 
采用 薄 层 色谱 分 离 后 , 切 下 不 同 吸 收 带 进行 气相 色谱 (GC) 和 气 - 质 联 用 色谱 分 析 , 确定 
顺 -11- 十 六 碳 炳 醛 (Z11-16 : Ald) 可 能 是 粘 虫 性 信息 素 的 主要 组 分 。 在 这 些 报道 中 ， 既 
未 能 确定 组 分 在 虫 体 中 的 含量 ， 也 确定 不 了 粘 虫 完整 性 信息 素 系统 中 的 次 要 组 分 ， 以 及 
各 组 分 间 的 精确 比例 。 

在 本 研究 中 ， 我 们 完善 了 粘 虫 性 信息 素 单 腺 体 分 析 技 术 ， 通 过 选择 合适 的 溶剂 、 较 
好 的 色谱 条 件 ， 多 次 分 析 了 粘 虫 求偶 肉 蛾 单 腺 体 的 提取 物 ， 确 定 了 烙 虫 性 信息 素 腺 体 提 
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取 物 的 组 成 、 各 组 分 的 含量 和 比例 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 昆虫 


本 实验 采用 的 粘 虫 是 由 中 国 农业 科学 院 植保 所 迁 飞 室 提 供 卵 , 在 25 C. LD 14 : 10 
h 条 件 下 孵化 ， 按 毕 富 春 “ ”人 工 饲养 方法 饲养 。 晴 期 时 ， 将 雌雄 分 开 。 羽 化 的 粘 虫 峻 雄 
三 按 不 同 羽 化 天 数 分 装 于 纱 笼 中 ， 并 咀 以 5 26-85 EREK. 


1.2 实验 方法 


1.2.1 样品 的 提取 我 们 已 经 观察 到 , 在 25 C, LD 14 : 10 h 2&F P 5335 IR HR HERE 
求偶 行为 和 释放 性 信息 素 的 高 峰 时 间 分 布 在 羽化 后 第 4 一 5 d、 暗 期 后 第 7—9h CSXX 
K). 因此 , 在 该 时 间 段 范围 内 , 用 小 红 光 手电 照明 , 可 观察 到 大 部 分 肉 蛾 处 于 求偶 期 分 
别提 取 这 些 正 在 求偶 的 单个 雌 蛾 ， 按 如 下 方法 进行 提取 。 

在 解剖 镜 下 ， 用 钟表 刍 摘 下 上 肉 蛾 腹 尖 ， 用 解剖 刀 切 下 第 8 一 9 市 节 间 膜 , 在 滤纸 片上 
擦 净 节 间 腊 里面 的 脂 类 杂质 后 ， 放 于 特制 的 玻璃 样品 管 中 ， 用 含有 10 ng 2, 6-26 T 3X 
对 甲苯 酚 BHT) 内 标的 10 pL 溶剂 提取 ， 并 用 酒精 灯 封 管 ， 15 min—30 min 后 ,将 溶 
液 倒 于 样品 管 的 另 一 端 ， 和 腺 体 残 渣 分 开 。 该 样品 液 再 不 经 任何 处 理 , 直接 用 仪器 检测 。 

选用 的 提取 溶剂 包括 正己 烷 、 氯 仿 、 乙 醚 和 甲醇 ， 这 些 溶剂 均 重 蒸 ， 通 过 毛细 柱 气 
相 色 谱 检 测 ， 证 明 无 杂质 峰 。 比 较 它 们 的 提取 效果 。 

按 上 述 方法 ,也 提取 了 多 个 腺 体 混 合 物 。 和 单 腺 体 提 取 技 术 比 较 , 分 析 色 谱 图 的 质量 

以 及 峰 组 成 的 差异 。 
1.2.2 毛细 柱 气相 色谱 和 气 - 质 联 用 色谱 分 析 条 件 ”毛细 柱 气 相 色 谱 分 析 : 采用 HP- 
5890A 气相 色谱 仪 , 无 分 饱 进 样 , 所 火焰 检测 ，HP-3392A 积分 记录 。 比较 了 不 同 升温 程 
序 , 例如 60 C 一 10 C/min—200 C、60 'C—5 C/min—200 C 和 不 同 毛 细 柱 , 例如 Car- 
bowax20M fll OV225 (Carbowax20M, 0. 22 mm X50 m fI OV225, 0.22 mmX25 m), 
对 标准 化 合 物 和 样品 的 分 离 检测 效果 。 

气 - 质 联 用 色谱 分 析 : 所 使 用 的 气 - 质 联 用 色谱 仪 中 的 气相 色谱 是 HP 一 5890A。 为 了 
使 结果 有 可 比 性 ， 气 - 质 联 用 色谱 所 采用 的 毛细 柱 和 升温 程序 与 上 述 气相 色谱 分 析 相 间 . 
氨 作 载 气 ， 质 谱 是 Finnigan4510 (ITD)， 离 子 化 方式 EI， 电 压 为 70 eV， 采集 方式 为 全 
扫描 。 

1.2.3 单 腺 体 提取 物 中 性 信息 素 的 化 学 组 成 ”通过 毛细 柱 气 相 色 谱 以 及 气 - 质 联 用 谱 对 
单 腺 体 提 取 物 进行 分 析 ， 根 据 不 同 馏 分 的 保留 时 间 、 质 谱 雄 片 特征 ， 与 标准 化 合 物 进行 
比较 ， 确 定 求偶 肉 蛾 腺 体 中 的 性 信息 素 化 学 组 成 。 

1.2.4 单 腺 体 提 取 物 中 各 组 分 的 含量 和 相对 比例 : ”采用 上 述 单 腺 体 提 取 和 分 析 技 术 ， 
获得 了 22 个 处 于 求偶 高 蜂 期 (羽化 后 第 4d~5 d) 的 单个 肉 蛾 腺 体 提 取 物 的 分 析 结 果 , 同 
已 知 含量 的 内 标 比 较 后 ， 确 定单 个 求偶 粘 虫 肉 蛾 腺 体 中 各 组 分 的 含量 和 相对 比例 。 
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2 实验 结果 
2.1 粘 虫 性 信息 素 提取 和 分 析 条 件 的 选择 


正己 烷 是 提取 昆虫 性 信息 素 腺 体 常 用 溶剂 。 对 于 粘 虫 而 言 ， 一 定量 的 正己 烷 在 
15 min— 30 min 内 可 提取 出 肉 蛾 腺 体 中 主要 信息 素 组 分 Z11-16 : Ald， 而 且 提 取 的 杂质 
少 , 并 且 保 证 所 关心 的 色谱 峰 再 现 。 有 人 报道 粘 虫 肉 蛾 腺 体 中 可 能 含有 2Z11-16 : OH 
或 Z11-16 : Ac. 我 们 除了 用 正己 烷 提 取样 品 外 ,还 用 乙 酝 ,氯仿 和 甲醇 分 别提 取 粘 虫 肉 
蛾 腺 体 。 从 分 析 结 果 看 , 没有 检测 到 Z11-16 : OH 或 Z11-16 : Ac 存在 ; 而 且 后 几 种 溶剂 
极 性 较 大 , 提取 出 的 杂质 较 多 , 峰 的 再 现 性 不 好 。 因此, 在 我 们 后 来 的 样品 提取 中 , 全 部 
X RAE est ES. 

在 毛细 柱 气相 色谱 分 析 中 ， 影 响 腺 体 提取 物 中 毛细 柱 分 离 效 果 和 重 现 性 的 主要 有 两 
种 因素 ,其 一 是 毛细 柱 本 身 的 特性 ,其 二 是 升温 程序 。 我 们 在 HP 一 5890A 气相 色谱 上 ,上 比 
较 了 Carbowax20M 和 OV225 对 标准 混合 物 的 分 离 效 果 ， 发 现 Carbowax20M 无 法 分 开 
Z9-16 : Ald 和 211-16 : Ald; 极 性 较 强 的 OV225 能 把 16 : Ald,Z7-16 : Ald,Z9-16 : Ald, 
Z11-16 : Ald ZF, 各 组 分 流出 时 间 与 Dunkelblum 等 9 报道 的 一 致 。 通 过 设置 不 同 升 温 
程序 ， 发 现 如 下 升温 条 件 ， 能 获得 较 满 意 的 分 析 结 果 。 

初 温 60 C， 保 持 1 min, 升温 速度 为 5 C/min; Zi Jj 200 C, 保持 时 间 为 30 min; 
检测 器 和 进 样 器 温度 为 200 C. 

根据 Zhu 等 中 报道 ， 粘 虫 性 信息 素 组 分 可 能 是 Z11-16 : Ald, Z11-16 : OH 和 16 : 
Ald。 从 我 们 分 析 的 求偶 粘 虫 肉 蛾 腺 体 提取 物色 谱 图 中 ， 只 检测 到 Z11-16 : Ald (a), Z9- 
16 : Ald (b) 和 16: Ald (c) (图 1: IAI). 靠近 a 右边 的 峰 可 能 是 一 种 十 六 酸 甲 酯 ， 
因为 其 保留 时 间 CRT. — 29. 00 min) 和 质谱 碎片 峰 与 标准 十 六 酸 甲 酯 吻合 , 它 可 能 是 粘 虫 
性 信息 素 生 物 合成 的 前 体 化 合 物 〈 文 中 未 列 出 数据 ) 。 





图 1 粘 虫 肉 蛾 腺 体 提 取 物 的 毛细 柱 气 相 色 谱 分 析 
1 : 5 个 腺 体 提取 物 ; I: 单 腺 体 提 取 物 ; a (RT —28. 54): Z11-16 : Ald; b (RT—28. 36)，Z9-16 : Ald; 
c (RT=28. 07): 16: Ald; BHT (RT=21. 82): 内 标 
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图 11 和 1 中 的 BHT JZEHILATSPIER 2, 6-A TÆ HB E C10 ng), a, b fü c 的 保 
留 时 间 CRT) 分 别 为 28. 54 min , 28. 36 min 和 28. 07 min 。 比 较 图 1 1 和 1 的 结果 ,发 
现 正 在 求偶 的 单个 肉 蛾 腺 体 提 取 物 中 组 分 与 5 只 肉 蛾 腺 体 提 取 物 中 组 分 ， 没 有 差异 ; 但 
单 腺 体 技术 分 析 的 提取 物 中 , 杂质 蜂 少 , 再 现 性 好 。 要 注意 的 是 , 必须 保证 所 提取 的 粘 虫 
肉 蛾 正 处 于 求偶 期 , 否则 , 一 些 含量 较 低 的 次 要 组 分 将 地 无 法 检测 到 。 相 反 , 多 腺 体 提取 
时 ,容易 引入 杂质 ,而且 重 复 实验 时 ,每 次 必须 准备 足够 的 虫 源 ， 尤 其 对 系统 性 的 实验 ， 
一 次 就 得 准备 几 百 只 ， 其 至 上 干 只 肉 蛾 ， 这 不 仅 增 加 了 昆虫 饲养 的 困难 ， 而 且 在 提取 和 
分 离 性 信息 素 有 效 组 分 过 程 中 ， 造 成 微量 成 分 的 损失 。 


2.2 粘 虫 腺 体 提 取 物 中 性 信息 索 的 组 成 


从 单 腺 体 分 析 的 气相 色谱 图 (图 1: 工 ) 和 质谱 的 总 离子 流 图 (图 2) 所 看 到 的 组 分 
a、b 和 ec， 它们 所 对 应 化 合 物 的 色谱 和 质谱 特征 分 述 如 下 。 


100 96 R 
TOT 
c 
b 
1 400 1 600 1 800 2 000 2 200 
23: 21 26 : 41 30 : 01 33 : 21 36:41 


图 2 粘 虫 单 只 求偶 峻 蛾 腺 体 提取 物质 谱 分 析 的 总 离子 图 
a: Z11-16 : Ald; b: Z9-16 : Ald; c: 16-Ald 

2.2.1 Z11-16: Ald 在 腺 体 提取 物 中 ,性 信息 素 主 要 组 分 Z11-16 : Ald 色谱 峰 〈 峰 a) 
很 明显 , 保留 时 间 是 28. 54 min, 与 标准 Z11-16 : Ald 保留 时 间 了 吻合 。 Æ GC-MS 分 析 中 ， 
该 组 分 质谱 上 出 现 的 m/e 238 为 Z11-16 : Ald 分 子 离子 峰 ,m/e 220 为 m/e 238 脱水 而 成 
(M*-H;O)D, Æi m/e 55 是 单 不 饱和 物 断 裂 特 征 峰 〈 图 3)。 
2.2.2 16: Ald 在 图 2 中 ， 峰 保留 时 间 RT 为 28. 07 组 分 ( 峰 c), 与 标准 16 : Ald 的 
保留 时 间 吻 合 。 从 其 质谱 图 (图 4) TAH, m/e 222 是 由 分 子 离子 脱水 形成 的 《M240- 
H:O)， 其 特征 与 质谱 库 中 标准 16 : Ald 完全 一 致 ， 可 判断 该 组 分 是 16 : Ald, 
2.2.3 Z9-16: Ald 从 图 2 可 看 出 ,在 a、c 峰之 间 ， 有 一 小 峰 b， 保 留 时 间 RT 为 
28.36 min 。 由 于 其 含量 较 少 ,一 般 情 况 下 ， 粘 虫 肉 蛾 腺 体 中 只 能 提取 到 16: Ald 和 Z11- 
16 : Ald。 当 肉 蛾 求偶 时 ， 所 提取 的 单个 腺 体 中 明显 出 现 该 组 分 。 该 组 分 的 保留 时 间 与 标 
XE Z9-16; Ald 保留 时 间 吻 合 。 其 质谱 特征 也 与 标准 Z9-16 : Ald 基本 一 致 。 从 提取 物 的 质 
谱 分 析 的 谱 图 中 可 看 出 m/e 220 是 分 子 离子 M* 238 脱水 形成 的 碎片 , 基 峰 m/e 55 表明 
该 分 子 内 含有 不 饱和 双 键 (图 5)。 因 此 ， 我 们 认为 这 一 组 分 是 Z9-16 : Ald, 
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100 94 55 
67 
INT 
81 
95 
111 121 
135 149 164 177 220 
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 
图 3 单个 求偶 峻 蛾 腺 体 提 取 物 中 a 组 分 的 质谱 图 
100 94 57 
67 
82 
INT 
| 96 
| ux | 
| | | UU oan 
1 | : 
| Li j | | 137 15i 222 
| | | | | 
Dew qn 
50 100 150 200 250 
图 4 单个 求偶 峻 蛾 腺 体 提取 物 中 c 组 分 的 质谱 图 
10094 55 
135 149 163 177 193 220 250 





50 100 150 200 250 


图 5 AARE RR D die BUE "P b 组 分 的 质谱 图 
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2.3 单 腺 体 提 取 物 中 各 组 分 的 含量 和 相对 比例 
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从 表 1 可 以 看 出 ,同一 批 粘 虫 、 羽 化 后 第 4d 一 5d 的 单个 求偶 上 肉 蛾 的 腺 体 中 16 : Ald 
含量 为 (2. 88 士 1.74) ng, Z9-16 : Ald 含量 为 (0. 64 士 0.45) ng, Z11-16 : Ald 含量 为 
汐 化 第 4 d—5 d 的 粘 虫 单个 肉 蛾 腺 体 中 各 组 分 的 含量 和 比例 (含量 单位 ng， 比例;%) 


表 1 


编号 


10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 


17 


19 
20 
21 
22 


M: 22 只 肉 蛾 腺 体 提 取 物 各 组 分 含量 的 平均 值 ; SD: 标准 偏差 ; F: 变异 系数 


提取 虫 
Xr 03) 16 : Ald Z9-16 : Ald 
1 7. 95 2.23 
1 4. 04 0. 59 
1 5. 84 0. 76 
1 4.81 1. 53 
1 3. 65 0. 65 
1 3.17 0. 57 
1 2. 44 0. 39 
1 3. 02 0. 43 
1 1. 82 0. 47 
1 3. 20 1. 01 
1 1. 17 0. 44 
i 1. 34 0. 55 
1 1. 73 0. 34 
1 3. 37 0. 36 
1 1. 20 0. 31 
1 1. 77 0. 35 
1 1. 21 0. 43 
1 2. 54 0. 35 
1 4. 83 0. 58 
1 1. 28 0. 64 
1 1. 13 0. 56 
1 2. 30 0. 47 
M 2. 88 0. 64 
M-cSD 2. 88-1. 74 0. 64-E 0. 45 
F 0. 60 0. 70 


羽化 后 第 4 d—5d 
211-16 : Ald 

34. 

29. 

21. 


20. 


7. 
7. 
14. 


14. 531-7. 02 


23 
12 
20 


07 


. 35 
. 42 
. 69 
. 90 
. 38 
. 47 
. 62 
« 22 
. 48 
. 84 
. 00 
. 76 
. 72 
- 94 
. 44 


. 14 


94 
53 


53 


0. 48 


16 : Ald/Z11- 
23. 
13. 
21. 
21. 
18. 


14. 
30. 
20. 


20. 47 +10. 49 


23 
87 
95 
47 


86 


.20 
-55 
-49 
. 83 
. 71 
. 39 
. 14 
. 86 
. 09 
. 33 
. 2l 
. 88 
74 
. 22 
. 72 


23 
54 


47 


0. 51 


Z9-/Z11- 


6. 
2. 


3. 


6. 
4. 


4. 52:1 1. 


92 
0 


6 


-6 
- 36 
«3 
. 49 
. 82 
.0 


. 85 


. 87 
.9 


. 05 


2 
92 


0. 41 


(14. 534-7. 02) ng, 16 : Ald X Z11-16 : Ald 含量 的 (20. 4723-10. 49) 6$, Z9-16 : Ald 为 
211-16 : Ald 含量 的 (4.5251. 860 96, MEt, RIETER, BI REIR] BOR BLA ERR. ER 
体 中 各 组 分 的 含量 也 有 差异 ,16 : Ald M Z9-16 : Ald 的 变异 系数 较 大 ,达到 6096 7096; 
211-16; Ald 的 变化 稍 小 一 些 , 为 48%。 不 同 腺 体 中 ，16: Ald 和 Z9-16: Ald 与 Z11-16 
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: Ald 的 相对 比例 的 变化 也 较 大 , 达到 40 % 一 50 %。 这 种 差异 性 主要 来 源 于 粘 虫 肉 蛾 个 
体 差异 ， 但 并 不 影响 峻 蛾 的 求偶 行为 以 及 对 雄 蛾 的 引诱 作用 ， 由 此 说 明 在 粘 虫 性 通讯 过 
程 中 , 性 信息 素 有 一 定 的 活性 范围 。Kou 等 "在 研究 茶 角 纹 小 卷 蛾 (Adoxophyes sp. ) 也 
发 现 了 腺 体 提取 物 中 性 信息 素 组 分 相对 含量 波动 较 大 ， 但 波动 范围 内 的 性 信息 素 配 比 均 
具有 诱 娥 活性 。 

我 们 对 Z11-16 : Ald, Z9-16 : Ald 和 16 : Ald 进行 了 触角 电位 EAG) 活性 分 析 
( 另 文 发 表 )， 发 现 粘 虫 雄 蛾 对 Z11-16 : Ald 和 Z9-16 : Ald 两 组 分 的 刺激 有 了 明显 的 反应 ， 
而 对 16: Ald 几乎 没有 反应 。 因 此 , 存在 于 求偶 粘 虫 肉 蛾 性 信息 素 腺 体 中 的 16 : Ald, 可 
能 不 是 性 信息 素 组 分 , 而 是 粘 虫 性 信息 素 生 物 合成 中 产生 的 中 间 体 .当然 ,这 有 待 于 通过 
生 测 实验 进一步 证 实 。 


3 小 结 


综 上 所 述 ,我 们 通过 选择 粘 虫 单 腺 体 提取 的 溶剂 以 及 毛细 柱 气相 色谱 分 析 的 条 件 TR 
索 了 粘 虫 单 腺 体 提取 方法 ， 比 较 了 单 腺 体 提取 和 多 脲 体 提取 的 优 缺 点 ;并 通过 对 多 个 单 
腺 体 提取 和 和 分析， 确定 了 单个 求偶 上 肉 蛾 腺 体 物 中 与 性 信息 素 相 关 成 分 的 组 成 、 含 量 和 相 
对 比例 ,分 析 了 粘 虫 单个 求偶 峻 蛾 提取 物 中 一 些 组 分 的 分 布 和 波动 范围 。 以 上 结果 , 不仅 
为 粘 虫 性 信息 素 的 田间 诱 蛾 试验 打下 了 良好 的 基础 ， 而 且 为 进一步 研究 粘 虫 性 信息 素 通 
讯 的 生理 生化 ， 建 立 了 一 种 定量 方法 。 
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EXTRACT COMPONENTS OF SINGLE SEX PHEROMONE 
GLAND OF ORIENTAL ARMYWORM MYTHIMNA SEPARATA 
WALKER WITH TRACE ANALYTICAL TECHNIQUES 


Wang Xinwen Liu Mengying 
(Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences Beijing | 100080) 


Abstract The sex-pheromone-gland extracts of female oriental armyworm M ythimna 
separata Walker at calling period were individually analyzed with capillary GC and GC-MS 
techniques. The suitable solvent was selected. Both extracting and detecting methods were 
developed. The components, content and ratio in one gland extract were determined. The 


individual variation of each component in the extracts was also discussed. 
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